杀伤细胞免疫球蛋白样受体（the killer cell immunoglobulin-like receptor，KIR）是位于NK细胞和部分活化T细胞表面的一类受体，与靶细胞表面的主要组织相容性复合物（MHC）Ⅰ类分子结合，通过传递抑制性或激活性信号调节NK细胞功能[@b1]。已有研究表明KIR基因分型在异基因造血干细胞移植（allo-HSCT）的供者选择中具有重要意义[@b2]--[@b3]，但allo-HSCT后是否存在和表达供者来源的特异性KIR基因、其比例和表达水平如何、如何评估检测特异性KIR基因试验方法的可行性、如何评价KIR基因的临床价值，迄今尚未见相关研究。本研究中，我们观察非血缘allo-HSCT中供者特异性KIR基因的分布及比例，旨在为于移植后监测供者特异性KIR的表达及指导临床治疗提供参考。

病例与方法 {#s1}
==========

1．病例：我院2011年5月至2014年9月接受非血缘allo-HSCT的血液病患者共216例，男136例，女80例，中位年龄28（8\~59）岁。其中急性髓系白血病（AML）88例，急性淋巴细胞白血病60例，慢性髓性白血病21例，骨髓增生异常综合征（MDS）25例，非霍奇金淋巴瘤7例，急性混合细胞白血病4例，再生障碍性贫血7例，其他4例。供者均为无关正常供者，共216名，男159名，女57名，中位年龄30（20\~45）岁。

2．序列特异性引物聚合酶链反应（PCR-SSP）进行KIR基因分型：采用全自动核酸提取仪提取基因组DNA，参照PCR-SSP试剂盒（美国Invitrogen公司产品）说明书进行操作。PCR条件：预变性95 °C 5 min；变性95 °C 30 s，退火68 °C 30 s，延伸72 °C 90 s，30个循环。

3．KIR基因分型：①A单体型：仅包含一种激活性KIR（activating KIR, aKIR）2DS4及多种抑制性KIR（inhibitory KIR, iKIR），KIR2DS4可进一步分为完整型（FUL）、缺失型（DEL）及杂合型（FUL/DEL）；②B单体型：包含多种aKIR（2DS1、2DS2、2DS3、2DS5、3DS1）及A单体型不含有的iKIR（2DL2、2DL5）。仅存在A单体型为KIR AA基因型，包含AA-1、AA-2、AA-3亚型；只要存在B单体型即为KIR Bx基因型，分为AB、BB两类，包含多种亚型。具体分型标准详见文献[@b4]。

4．实验分组：根据供受者KIR基因型是否相合分为KIR相合组和KIR不合组。供受者KIR相合组包括KIR-AA相合和KIR-Bx相合。供受者KIR不合按供者KIR基因型-受者KIR基因型进行表述，包括Bx-AA不合、AA-Bx不合及Bx-Bx不合。Bx-Bx不合指供受者为不相同的Bx基因型，如供者为KIR-Bx2，受者为KIR-Bx1。

5．供者特异性KIR基因的定义：将供者来源且受者不含有相对应的KIR基因定义为供者来源特异性KIR基因，如受者为KIR-AA基因型，供者为KIR-Bx1基因型，供者来源的KIR3DS1、KIR2DL5A、KIR2DS5及KIR2DS1为供者特异性KIR基因。在KIR-AA基因型中特征性KIR基因为KIR2DS4（FUL），若供者为KIR2DS4（FUL）或KIR2DS4（FUL/DEL），而受者为KIR2DS4（DEL）或无KIR2DS4时，在移植后可检测供者特异性KIR2DS4（FUL）基因。

6．统计学处理：采用SPSS 18.0软件进行统计学分析。率的比较采用卡方检验，*P*\<0.05为差异有统计学意义。

结果 {#s2}
====

一、供受者KIR基因型分布

以供受者个体为研究对象中，KIR-AA基因型占52.5%（227/432），其中供者111名，受者116例；KIR-Bx基因型占47.5%（205/432），其中供者105名，受者100例，KIR-Bx基因型各亚型中以Bx1、Bx2、Bx3和Bx4基因型为主，分别占14.8%、8.3%、5.8%及3.5%。供受者KIR基因型频率分布之间差异无统计学意义（*χ*^2^=30.402，*P*=0.836）。在216对供受者组合中，KIR基因型相合73对，KIR基因型不合143对。143对供受者KIR基因型不合中，供者与受者KIR基因型组合为Bx-AA 55对、AA-Bx 50对、Bx-Bx 38对。

二、供者特异性KIR基因比例

216名供者中可检测到特异性KIR基因的供者占53.7%（116/216），供受者KIR基因型不合组中有特异性KIR基因的供者占78.3%（112/143），供受者KIR基因型相合组中有特异性KIR基因的供者仅占5.5%（4/73）；99.1%（115/116）的供者特异性KIR基因为aKIR基因。

1．Bx-AA不合中供者特异性KIR基因：在55对Bx-AA不合中，移植后可检测到供者特异性KIR基因包括：Bx1基因型中的KIR3DS1、KIR2DL5A、KIR2DS5、KIR2DS1，Bx2基因型中的KIR3DS1、KIR2DL5A、KIR2DS3、KIR2DS1，Bx3基因型中的KIR2DS2、KIR2DL2，Bx4基因型中的KIR2DS2、KIR2DL2、KIR3DS1、KIR2DL5A、KIR2DS5、KIR2DS1（[表1](#t01){ref-type="table"}）。

###### 供者与受者杀伤细胞免疫球蛋白样受体（KIR）基因型组合为Bx-AA型中供者特异性KIR分布

  供者KIR基因型     供者特异性KIR
  ----------------- --------------------------------------------------
  Bx1               3DS1、2DL5A、2DS5、2DS1、2DS4（FUL）
  Bx2               3DS1、2DL5A、2DS3、2DS1
  Bx3               2DS2、2DL2
  Bx4               2DS2、2DL2、3DS1、2DL5A、2DS5、2DS1、2DS4（FUL）
  Bx5               2DS2、2DL2、2DL5B、2DS3
  Bx6               2DS2、2DL2、2DL5B、2DS5、2DS1
  Bx8、Bx31         2DS2、2DL2、2DL5A、2DL5B、3DS1、2DS3、2DS5、2DS1
  Bx9、Bx28、Bx30   2DS2、2DL2、3DS1、2DL5A、2DS3、2DS1
  Bx16              3DS1
  Bx25              2DL5A、2DS5、2DS1
  BB1               3DS1、2DL5A、2DS3、2DS5、2DS1
  BB2               3DS1、2DL5A、2DS5、2DS1

2．AA-Bx不合中供者特异性KIR基因：50对AA-Bx不合中，44对为AA-AB不合，由于共有A单体型，有16对可检测供者特异性的KIR2DS4（FUL）基因，除外其余都无供者特异性KIR基因可供移植后随访检测。6对为AA-BB不合，除可以检测KIR2DS4（FUL）外，还可检测供者特异性的KIR3DL1基因。

3．Bx-Bx不合中供者特异性KIR基因：38对Bx-Bx不合中，可检测到供者B单体型中特有的KIR基因。在供者为KIR-Bx2，受者为KIR-Bx1中，可检测到供者特异性KIRDS3基因；在供者为KIR-Bx3，受者为KIR-Bx1中，可检测到供者特异性KIR2DS2、KIR2DL2基因；在供者为KIR-Bx1，受者为KIR-Bx2中，可检测到供者特异性KIR2DS5基因。在供受者均为KIR-Bx组中，有3例无供者特异性KIR基因型，无法随访移植后供者特异性KIR的表达（[表2](#t02){ref-type="table"}）。

###### 供者与受者杀伤细胞免疫球蛋白样受体（KIR）基因型组合为Bx-Bx型中供者特异性KIR分布

  KIR基因型   供者特异性KIR   
  ----------- --------------- --------------------------------------
  Bx1         Bx2             2DS5、2DS4（FUL）
              BB6             3DL1、2DS4（FUL）
  Bx2         Bx1             2DS3、2DS4（FUL）
              Bx5             2DS1、3DS1
              BB1、BB8        3DL1、2DS4（FUL）
  Bx3         Bx1、Bx2        2DS2、2DL2、2DS4（FUL）
              Bx6             2DS4（FUL）
              Bx11            2DL2
              BB1             2DS2、2DL2、3DL1、2DS4（FUL）
  Bx4         Bx1             2DS2、2DL2、2DS4（FUL）
              Bx26            3DL1、2DS4（FUL）
              BB1             2DL2、2DS2、3DL1
  Bx5         Bx2             2DS2、2DL2、2DS4（FUL）
  Bx7         Bx1             2DS2、2DL2、2DS3
  Bx8         Bx3             2DL5A、2DL5B、2DS5、3DS1、2DS3、2DS1
  Bx9         Bx1             2DS2、2DL2、2DS3
              Bx3             3DS1、2DL5A、2DS3、2DS1
              Bx22            2DL2、2DS2、3DS1
  Bx18        Bx1             2DS2、2DL2、2DL5B、2DS3
  Bx20        Bx6             3DS1、2DS3
  Bx25        Bx7             2DS1、2DS5
  Bx27        BB2             2DL2、2DS2、2DS3
  BB1         Bx1             2DS3

三、供者特异性KIR基因频率

在143对供受者KIR基因型不合中，可检测到供者特异性KIR基因比例由高到低为KIR2DS1（35.7%）、KIR3DS1（32.9%）、KIR2DS5（29.4%）、KIR2DS4（FUL）（25.9%）、KIR2DL2（25.2%）、KIR2DS2（24.5%）、KIR2DS3（21.7%）、KIR3DL1（8.4%）。在基因型频率大于5%的KIR-AA、Bx1、Bx2、Bx3、Bx4、BB1基因型中，供者为KIR-AA基因型检测到KIR2DS4（FUL）中特异性较高；KIR2DS5在供者Bx1、Bx4、BB1中特异性较高；KIR2DS3在Bx2、BB1中特异性较高；KIR2DS2、KIR2DL2在Bx3、Bx4中特异性最高；KIR2DS1、KIR3DS1在供者Bx1、Bx2、Bx4、BB1中均存在，故特异性不高。KIR3DL1主要出现在受者KIR基因型为BB，供者KIR基因型为AA或AB中。在供受者KIR基因型相合中，只有4例能够检测移植后供者特异性KIR2DS4（FUL），比例极低（[表3](#t03){ref-type="table"}）。

###### 216名供者杀伤细胞免疫球蛋白样受体（KIR）基因型中具有特异性KIR的分布

  基因型   着丝粒端   端粒端                                                                                                              
  -------- ---------- -------- ------ ---- ------ ------ ------ ---- ---- ---- ---- ---- ------ ------ ------ ------ ------ ------ ------ ----
  AA-1     ＋         −        −      ＋   −      −      −      ＋   ＋   ＋   ＋   ＋   −      −      −      −      −      ＋＋   −      ＋
  AA-2     ＋         −        −      ＋   −      −      −      ＋   ＋   ＋   ＋   ＋   −      −      −      −      −      −      ＋＋   ＋
  AA-3     ＋         −        −      ＋   −      −      −      ＋   ＋   ＋   ＋   ＋   −      −      −      −      −      ＋＋   ＋＋   ＋
  Bx1-1    ＋         −        −      ＋   −      −      −      ＋   ＋   ＋   ＋   ＋   ＋＋   ＋＋   −      ＋＋   ＋＋   ＋＋   −      ＋
  Bx1-2    ＋         −        −      ＋   −      −      −      ＋   ＋   ＋   ＋   ＋   ＋＋   ＋＋   −      ＋＋   ＋＋   −      ＋     ＋
  Bx2-1    ＋         −        −      ＋   −      −      −      ＋   ＋   ＋   ＋   ＋   ＋＋   ＋＋   ＋＋   −      ＋＋   ＋＋   −      ＋
  Bx2-2    ＋         −        −      ＋   −      −      −      ＋   ＋   ＋   ＋   ＋   ＋＋   ＋＋   ＋＋   −      ＋＋   −      ＋     ＋
  Bx3-1    ＋         ＋＋     ＋＋   ＋   −      −      −      ＋   ＋   ＋   ＋   ＋   −      −      −      −      −      ＋＋   −      ＋
  Bx3-2    ＋         ＋＋     ＋＋   ＋   −      −      −      ＋   ＋   ＋   ＋   ＋   −      −      −      −      −      −      ＋     ＋
  Bx3-3    ＋         ＋＋     ＋＋   ＋   −      −      −      ＋   ＋   ＋   ＋   ＋   −      −      −      −      −      ＋＋   ＋     ＋
  Bx4-1    ＋         ＋＋     ＋＋   ＋   −      −      −      ＋   ＋   ＋   ＋   ＋   ＋＋   ＋＋   −      ＋＋   ＋＋   ＋＋   −      ＋
  Bx4-2    ＋         ＋＋     ＋＋   ＋   −      −      −      ＋   ＋   ＋   ＋   ＋   ＋＋   ＋＋   −      ＋＋   ＋＋   −      ＋     ＋
  Bx5-1    ＋         ＋＋     ＋＋   ＋   ＋＋   ＋＋   −      ＋   ＋   ＋   ＋   ＋   −      −      −      −      −      ＋＋   −      ＋
  Bx5-2    ＋         ＋＋     ＋＋   ＋   ＋＋   ＋＋   −      ＋   ＋   ＋   ＋   ＋   −      −      −      −      −      −      ＋     ＋
  Bx5-3    ＋         ＋＋     ＋＋   ＋   ＋＋   ＋＋   −      ＋   ＋   ＋   ＋   ＋   −      −      −      −      −      ＋＋   ＋     ＋
  Bx6-1    ＋         ＋＋     ＋＋   ＋   ＋＋   −      ＋＋   ＋   ＋   ＋   ＋   ＋   −      −      −      −      ＋＋   ＋＋   −      ＋
  Bx6-2    ＋         ＋＋     ＋＋   ＋   ＋＋   −      ＋＋   ＋   ＋   ＋   ＋   ＋   −      −      −      −      ＋＋   −      ＋     ＋
  Bx7-1    ＋         ＋＋     ＋＋   ＋   ＋＋   ＋＋   −      ＋   ＋   ＋   ＋   ＋   ＋＋   −      −      −      −      ＋＋   −      ＋
  Bx7-2    ＋         ＋＋     ＋＋   ＋   ＋＋   ＋＋   −      ＋   ＋   ＋   ＋   ＋   ＋＋   −      −      −      −      −      ＋     ＋
  Bx8-1    ＋         ＋＋     ＋＋   ＋   ＋＋   −      ＋＋   ＋   ＋   ＋   ＋   ＋   ＋＋   ＋＋   ＋＋   −      ＋＋   ＋＋   −      ＋
  Bx8-2    ＋         ＋＋     ＋＋   ＋   ＋＋   −      ＋＋   ＋   ＋   ＋   ＋   ＋   ＋＋   ＋＋   ＋＋   −      ＋＋   −      ＋     ＋
  Bx9-1    ＋         ＋＋     ＋＋   ＋   −      −      −      ＋   ＋   ＋   ＋   ＋   ＋＋   ＋＋   ＋＋   −      ＋＋   ＋＋   −      ＋
  Bx9-2    ＋         ＋＋     ＋＋   ＋   −      −      −      ＋   ＋   ＋   ＋   ＋   ＋＋   ＋＋   ＋＋   −      ＋＋   −      ＋     ＋
  Bx11     ＋         ＋＋     −      ＋   −      −      −      ＋   ＋   ＋   ＋   ＋   −      −      −      −      −      −      ＋     ＋
  Bx16     ＋         −        −      ＋   −      −      −      ＋   ＋   ＋   ＋   ＋   ＋＋   −      −      −      −      ＋＋   −      ＋
  Bx18     ＋         ＋＋     ＋＋   ＋   ＋＋   ＋＋   −      ＋   ＋   ＋   ＋   ＋   −      −      −      −      ＋＋   −      ＋     ＋
  Bx20     ＋         −        −      ＋   −      −      −      ＋   ＋   ＋   ＋   ＋   ＋＋   ＋＋   ＋＋   ＋＋   ＋＋   ＋＋   −      ＋
  Bx22     ＋         −        −      ＋   −      −      −      ＋   ＋   ＋   ＋   ＋   −      ＋＋   ＋＋   −      ＋＋   ＋＋   −      ＋
  Bx23     ＋         ＋＋     ＋＋   ＋   −      ＋＋   −      ＋   ＋   ＋   ＋   ＋   −      −      −      −      −      ＋＋   ＋     ＋
  Bx25-1   ＋         −        −      ＋   −      −      −      ＋   ＋   ＋   ＋   ＋   −      ＋＋   −      ＋＋   ＋＋   ＋＋   −      ＋
  Bx25-2   ＋         −        −      ＋   −      −      −      ＋   ＋   ＋   ＋   ＋   −      ＋＋   −      ＋＋   ＋＋   −      ＋     ＋
  Bx26     ＋         ＋＋     ＋＋   ＋   −      −      −      ＋   ＋   ＋   ＋   −    ＋＋   ＋＋   −      ＋＋   ＋＋   −      −      ＋
  Bx27     ＋         ＋＋     ＋＋   ＋   ＋＋   −      ＋＋   ＋   ＋   ＋   ＋   −    ＋＋   ＋＋   ＋＋   −      ＋＋   −      −      ＋
  Bx28     ＋         ＋＋     ＋＋   ＋   −      −      −      ＋   ＋   ＋   ＋   −    ＋＋   ＋＋   ＋＋   −      ＋＋   −      −      ＋
  Bx30     ＋         ＋＋     ＋＋   −    −      −      −      −    −    ＋   ＋   ＋   ＋＋   ＋＋   ＋＋   −      ＋＋   ＋＋   −      ＋
  Bx31     ＋         ＋＋     ＋＋   −    ＋＋   −      ＋＋   −    −    ＋   ＋   −    ＋＋   ＋＋   ＋＋   −      ＋＋   −      −      ＋
  BB1      ＋         −        −      ＋   −      −      −      ＋   ＋   ＋   ＋   −    ＋＋   ＋＋   ＋＋   ＋＋   ＋＋   −      −      ＋
  BB2      ＋         −        −      ＋   −      −      −      ＋   ＋   ＋   ＋   −    ＋＋   ＋＋   −      ＋＋   ＋＋   −      −      ＋
  BB6      ＋         ＋＋     ＋＋   ＋   −      −      −      ＋   ＋   ＋   ＋   −    ＋＋   ＋＋   ＋＋   ＋＋   ＋＋   −      −      ＋
  BB8      ＋         ＋＋     ＋＋   ＋   ＋＋   ＋＋   −      ＋   ＋   ＋   ＋   −    ＋＋   ＋＋   ＋＋   −      ＋＋   −      −      ＋

注：++为供者基因型中较特异性的KIR基因

讨论 {#s3}
====

NK细胞是allo-HSCT后最早重建的固有免疫细胞，其表面KIR介导的异源反应活性在allo-HSCT后的作用模式分为供受者KIR基因错配模式、供受者KIR/HLA受配体错配模式、供受者KIR配体错配模式3种[@b3]。当供受者至少存在1种上述作用模式时，供者来源的aKIR在移植后才能起重要作用，aKIR的激活性信号被活化，活化的NK细胞产生异源反应活性而发挥杀伤作用[@b5]。在本研究中有53.7%（116/216）的患者在allo-HSCT后可检测到供者特异性KIR基因，并且99.1%（115/116）为aKIR，可作为移植后进行动态检测指标。因此，本研究中我们总结的供受者KIR基因型不合是上述3种模式中最重要、最常见的类型，为在临床推广应用检测移植后供者来源特异性KIR基因，进行早期预示急性移植物抗宿主病、复发发生及预后提供实验依据。

近年来对于aKIR的研究越来越受到关注，但不同aKIR基因对移植预后的影响有不同。有研究结果表明，当供者体内存在更多的aKIR基因提示移植预后较好[@b6]。Venstrom等[@b7]报道在接受非血缘allo-HSCT的AML患者中，供者KIR2DS1阳性者移植后复发率低于供者KIR2DS1阴性者；供者KIR3DS1对白血病复发没有显著影响，但是可以降低其病死率；Impola等[@b8]和本中心研究[@b3]报道在同胞全相合移植中，KIR2DS2、KIR2DL2可延长移植后无病生存时间。而Kröger等[@b9]在非血缘allo-HSCT研究中发现，若供者aKIR类型少或aKIR基因低表达，可预防复发、改善无病生存。本中心前期研究表明：在亲缘单倍体移植中接受Bx1、Bx2基因型供者的患者移植后相关死亡风险较其他Bx基因型较高；在接受非血缘allo-HSCT的AML/MDS标危患者中，同样得到Bx1是移植预后较差的指标[@b10]--[@b11]。因此，本研究在前期研究的基础上进一步提出检测移植后供者特异性aKIR基因具有十分重要的临床意义，并且明确了在KIR-Bx不同基因中检测aKIR的标志物：Bx1基因型可检测KIR2DS5，Bx2基因型可检测KIR2DS3，Bx3、Bx4基因型可检测KIR2DS2。但由于B单倍型基因构成的多态性[@b12]，在频率较低的基因型中，移植后可供检测的供者特异性KIR需遵循个体化原则进行分析。

目前检测移植后供者特异性KIR的表达主要应用RT-PCR和流式细胞术[@b13]--[@b14]。由于aKIR中不同基因功能和表达具有差异性，如KIR2DS4膜表达且有功能的KIR2DS4（FUL）无法通过流式细胞术检测，而只能采用RT-PCR法检测总KIR2DS4的mRNA表达；如拥有共同抗原表位2DL1/2DS1、3DL1/3DS1、2DL2/2DL3基因同时表达时，流式细胞术无法将2DL1/2DS1、3DL1/3DS1、2DL2/2DL3区分开，需联合采用RT-PCR从mRNA水平检测其表达水平高低。因此，首先需要建立不同的实验方法学检测不同的aKIR基因，才能分别从mRNA和蛋白水平分析供者特异性KIR的表达与临床预后的相关性。本研究结果为进一步研究检测供者aKIR对移植预后影响奠定了实验基础。
